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Abstract:  Reversion  of  agricultural  land  to  heathland  and  acid  grassland  is  a  priority  for  the 
conservation of these rare habitats. Restoration processes require interventions to reverse the effects 




might  be  near  redundant,  that  could  be  optimized  for  such  indices. We  used  a  14‐year  field 
experiment  contrasting  acidified  pasture  (treated with  elemental  sulphur),  control  (untreated) 
pasture,  and  adjacent  native  heathland  and  acid  grassland  sites.  Based  on  biotic  and  abiotic 
parameters, several ‘heathland restoration indices’ (resembling soil quality indices) were generated 




with  the vegetation  assemblage,  to be  comparable  to  that  of native  acid grassland, but not  the 
belowground biology. ANOSIM on  full datasets confirmed  this  finding. An  index based on key 
variables,  rather  than  an  analysis  of  all  biotic  and  abiotic  parameters,  can  be  valuable  to  land 
managers and stakeholders in acid grassland and heathland restoration. 
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1. Introduction 





improvement of  these  systems  for agricultural production. The  remaining ~58,000 ha of  lowland 





regime  of  heavy  fertilization  and  acidity  amelioration  in  order  to maximize  yield  for modern 








reversal  of  the  changes  imposed  on  the  soil  by  decades  of  fertilization  and  liming  [13–15]. 
Consequently, heathlands and acid grasslands would be considered poor quality in the context of 













of  variables may  be  correlated  or  confound with  one  another,  rendering  the  use  of  all  of  them 
unnecessary),  but  also  reduces  the  opportunity  for  bias,  compared  to  methods  of  soil  quality 
assessment that use expert opinion [21]. 
Soil  conditions  required  for  a  heathland  ecosystem  to  establish  include  a  low  pH  and  low 
nutrient availability. Therefore, the variables that are considered to be ‘less is better’ or ‘more is better’ 








the  application  of  elemental  sulphur  to  acidify  pasture  was  successful  in  creating  an  edaphic 
environment  that was comparable with nearby native heathland  [22]. A  long‐term  impact on  the 
plant community composition was also observed, with an increase in forbs and heather species in the 






Our work will build on  this original assessment, on  the  same  field  site,  to  encompass biological 
variables, as well as chemical variables. 
Soil  biota,  such  as  ‘decomposers’  and  ‘nutrient  transformers’  (e.g.,  microorganisms), 
‘biocontrollers’  (e.g., nematodes), and  ‘ecosystem  engineers’  (e.g.,  earthworms), are  an  important 
indicator of heathland habitat quality [24,25]. Moreover, management activities and perturbations 




of  restoration  success  belowground. Alternatively,  if  the  inclusion  of  biological  variables  in  the 
development of an HRI has no impact on the overall structure of the resulting HRI, then this will also 
provide valuable  insights concerning how  the soil system should be assessed during reversion  to 
heathland and acid grassland. Biological  indicators often require more  resources  to measure  than 
chemical indicators. So, if an HRI based on chemical variables alone is sufficient to inform restoration 
managers of  the  success of  reversion  to heathland,  this outcome would have  clear  financial  and 
logistical benefits. Such a finding would also result in an HRI that satisfies the criteria, laid out by 




The  current paper extends  the development of an HRI  to  incorporate biological parameters, 
including micro‐ and macrofauna abundance and microbial respiration, in order to assess soil quality 
in a heathland‐restoration context. The objectives of  this study were:  (1) To establish whether  the 
acidification  treatments  that  alter  soil  chemistry  also  affect  the  aboveground  (autotrophic) 
community, (2) to investigate whether soil chemistry (or an HRI based on chemical variables) also 
leads  to  changes  in  belowground  communities  (or  an HRI  based  on  biological  variables),  (3)  to 
ascertain whether an HRI based on biological variables can distinguish between  treatments more 
accurately  than an HRI based only on chemical variables, and  (4)  to determine whether any HRI 
based on a minimum dataset and a linear scoring system identifies acidification treatment effects in 
















with  different  acidifying  agents  were  established  in  1999  on  the  Isle  of  Purbeck,  Dorset,  UK 
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(50.657425° N, −2.067085° W). The plots were on agricultural pasture of two contiguous farms, farmed 
as one  consistent  enterprise  since  the  1950s. During  the  1950s  and  1960s  an  aggressive policy of 
agricultural improvement of heathland through the addition of rock phosphate, manure, and chalk 












In  addition,  four  replicate  sites,  representative  of  native  heathland  and  native  acid  grassland, were 



























and  P; microbial  respiration;  and microbial  community  composition. Microbial  techniques were 
applied only to the top 0–5‐cm soil depth. 
Faunal groups selected as indicators needed to: (1) form a dominant group and occur in all soil 
types,  (2)  have  a  high  abundance  and  high  biodiversity,  and  (3)  play  an  important  role  in  soil 




adult  epigeic,  endogeic,  and  anecic  earthworms;  abundance  and  feeding  group  of  nematodes; 












































fractions were  eluted with  8 mL  of methanol  and  dried  under  a  stream  of N2  at  <37  °C.  The 






























for  classification.  Specimens were  rinsed,  blotted  dry,  and weighed  individually  (fresh weight). 














only  (HRIchem),  (2)  an HRI  based  on  biological  variables  only  (HRIbio),  and  (3)  a  combined HRI 
encompassing  both  chemical  and  biological  indicators  (HRIcomb).  Biological  indicators were  then 
partitioned to create a biological HRI for: (4) Microbes (HRImic) and (5) soil micro‐ and macrofauna 
(HRIfau) (Table 2). 
























𝑊 ൌ  𝑉%𝐶𝑉%  
where V is the proportion variance (%) explained by the principal component in which the variable 

















matrices)  to examine multivariate differences between  treatments. Data were normalized prior  to 
Euclidean distance resemblance matrices and were generated using Primer Version 6. 
 





























Mg; Mn; Na;    Adult epigeic  Bacteria:Fungi  7 Variables in minimum dataset:  15 variables in the 
minimum dataset 










K; Mg; Mn;    Juvenile endogeic  α‐Ketoglutaric acid  Total Fungi Abundance  Bacteria:Fungi 
Na; P; pH  Total anecic (juvenile and 
adult)  L‐Alanine    Total Arbuscular Mycorrhizal Fungi  Microresp α‐D‐Glucose 
  Adult anecic  Citric acid  Microresp Citric Acid  Microbial Biomass N 
  Juvenile anecic  ɣ‐Aminobutyric acid  Juvenile Endogeic Abundance  Juvenile Endogeic Mass 
24 Variables  Nematode Abundance:  α‐D‐Glucose  Total Tardigrade Abundance  Total Tardigrade 
Abundance 
  Total (all functional groups)  L‐Malic acid    0–5 cm pH 
7* Variables in    Plant Parasite    Water    0–5 cm Ca 
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minimum 
dataset  Bacterial Feeder      0–5 cm Fe 
  Fungal Feeder    14 Variables    5–10 cm Mg 
  Predator        5–10 cm P 
  Omnivore    3* Variables in minimum dataset    10–15 cm Al 
  Total Rotifer Abundance      10–15 cm Mn 
  Total Tardigrade 
Abundance      10–15 cm Na 
         
  24 Variables       
         
  2* Variables in minimum 
dataset       
         
* Variables that are part of the minimum dataset are in bold underline. 

































15—Ranunculus  repens; M 16—Rubus  fructicosus; M 17—Senecio  jacobaea; M 18—Taraxacum officinale 




HRIchem  that  is  significantly  higher  than  the  control  pasture  and  statistically  comparable  to  acid 
grassland (Figure 3a). The chemical environment in the acidified pasture has not, however, matched 
the native heathland in terms of the HRIchem. 
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Principal  component  analysis  put  forward  seven  variables  for  the minimum  dataset  of  the 






0.05) according  to one‐way ANOVA and Tukey’s post hoc  testing. The highest possible value  for 
HRIchem was 1.92 (i.e., if a sample scored 1 for every variable). (b) Principal component analysis for 
HRIchem. Vectors of minimum dataset variables used  in  the HRIchem  labeled. See Table 2  for  list of 
variables used. Dashed‐line clusters surround samples with a Euclidean distance ≤4.5. 
The  trends  observed  in  the HRIchem were  in  concordance with ANOSIMchem  (Table  3).  The 
acidified pasture was significantly different from the control pasture and heathland, but comparable 
with the acid grassland (Table 3). 
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Table 3. Analysis of similarity matrix based on chemical variables (ANOSIMchem). Pair‐wise tests of 




  Heathland  Acid Grassland  Acidified Pasture 
Heathland  ‐  ‐  ‐ 
Acid Grassland  0.029  ‐  ‐ 
Acidified Pasture  0.004  0.378  ‐ 
Control Pasture  0.002  0.021  0.002 
3.4. Microbial Heathland Restoration Index (HRImic) 
Contrary to the HRIchem, the HRImic was not significantly different for the acidified pasture when 
compared  to  the control  (Figure 4a). That said, native acid grassland was also comparable  to  the 
control pasture. In terms of HRImic, only the heathland sites had a significantly different HRImic than 
the other treatments (Figure 4a). The PCA revealed that, although the heathland is more dissimilar 
to  the  other  treatments  due  to  clear  separation  along  PC1  (Figure  4b),  the  acidified  pasture  is 
separated from the control pasture on PC2, but it seems to have become more dissimilar to the acid 
grassland  and  heathland  environment  (Figure  4b).  These  observations  are  reiterated  in  the 
ANOSIMmic (Table 4), where  there  is a significant difference between  the acidified pasture and all 
other  treatments.  The  native  heathland  and  the  acid  grassland  environments  are  the  only  two 
treatments that are not significantly different to one another, according to ANOSIMmic. 
Table 4. Analysis of similarity matrix based on microbial variables (ANOSIMmic). Pair‐wise tests of 




  Heathland  Acid Grassland  Acidified Pasture 
Heathland  ‐  ‐  ‐ 
Acid Grassland  0.057  ‐  ‐ 
Acidified Pasture  0.003  0.013  ‐ 
Control Pasture  0.001  0.004  0.002 














significantly different  to  the heathland,  suggesting  an upward  trajectory of  the  acidified pasture 
treatment  toward  the  native  heathland  environment,  in  terms  of  HRIfau  (Figure  5a).  Using 
multivariate analysis (Figure 5b), the acidified pasture is more similar to the heathland resulting in 
there being no  significant difference between  them, according  to ANOSIMfau  (Table 5). However, 
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Table 5. Analysis of similarity matrix based on soil fauna variables (ANOSIMfau). Pair‐wise tests of 




  Heathland  Acid Grassland  Acidified Pasture 
Heathland  ‐  ‐  ‐ 
Acid Grassland  0.086  ‐  ‐ 
Acidified Pasture  0.068  0.016  ‐ 












on  biological  variables  (see  Table  2  for  list  of  variables  used).  Treatments  that  are 
significantly different from one another have p‐value < 0.05 and are shown in bold. 
  ANOSIM Pair‐wise Test p‐value 
  Heathland  Acid Grassland  Acidified Pasture 
Heathland  ‐  ‐  ‐ 
Acid Grassland  0.057  ‐  ‐ 
Acidified Pasture  0.001  0.006  ‐ 
Control Pasture  0.003  0.084  0.001 




Index  (HRIbio). Error  bars  represent  standard  error  and  the  same  lowercase  letter  in  bars denote 
treatments that are not significantly different (p > 0.05) according to one‐way ANOVA and Tukey’s 







(Figure  7a). However,  it was  a  little  higher  than  the  control  treatment,  so  that  it was  also  not 
significantly  different  from  the  acid  grassland  environment,  suggesting  an  upwards  trajectory. 
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Figure  7. All  available  variables  combined  (a) Heathland Restoration  Index  (HRIcomb). Error  bars 
represent  standard  error  and  the  same  lowercase  letter  in  bars  denote  treatments  that  are  not 












  Heathland  Acid Grassland  Acidified Pasture 
Heathland  ‐  ‐  ‐ 
Acid Grassland  0.029  ‐  ‐ 
Acidified Pasture  0.001  0.048  ‐ 










heathland,  according  to  Heathland  Restoration  Index  and  analysis  of  similarity.  *Heathland 
restoration  indices marked with  a    resulted  in  a  significant difference  in  treatments 
according to one‐way ANOVA and Tukey’s post hoc testing (p < 0.05). See part a of Figures 
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Consequently,  the  plant  community  in  the  acidified  pasture  is  starting  to  shift  toward  one 
containing more  ericaceous  species  and other  species  typical of UK heathlands,  such  as Agrostis 
capillaris  (common bent)  [72]. As a  result,  the vegetational  assemblage of  the  acidified pasture  is 
significantly different  to  the  control  pasture  according  to ANOSIM.  The  influence  of  acidity  on 
aboveground plant communities in heathlands has been well documented in other locations [71,73] 
and this study is in concordance with those findings. 
For surficial soil pH (0–5 cm),  the acidified pasture  is equivalent  to  that observed  in  the acid 
grassland; however, the pH has not reduced enough to be comparable with the heathland. For soil 
chemistry, using ANOSIMchem or HRIchem,  there  is no  significant difference between  the  acidified 
pasture and  the acid grassland, but we do observe a  significant difference between  the acidified 
pasture and the heathland. It is clear that the elemental sulphur amendments have reduced the soil 
pH  so  that  it now  reflects an acid grassland  environment. However,  the  soil pH of  the acidified 
pasture, 14 years after application of elemental sulphur, is more than one pH unit higher than it was 
just three years after application, when it would have been comparable to nearby heathland [23]. This 
suggests  that  we  have  passed  the  peak  of  influence  of  elemental  sulphur  application  and  the 
acidification process is beginning to reverse in the acidified pasture. 
4.2. Belowground Response to Changes in Soil Chemical Properties 
Management activities and perturbations are  thought  to  induce a  response  in  soil biological 
properties more rapidly than a response  in soil chemical or physical properties [26]. However, no 
HRI  that  included biological variables  (HRImic, HRIfau, HRIbio, or HRIcomb)  resulted  in a  significant 
difference between the acidified pasture and the control pasture. This finding suggests that either (1) 
belowground  biology,  in  this  system,  is  slower  to  respond  to  adjusted  soil  chemistry  than  the 
aboveground plant community, (2) belowground biology is less affected by changes in soil chemistry 
compared  to aboveground vegetation, or  (3) belowground biology rebounded more rapidly  if  the 
acidified pasture soils were beyond the peak effects of the elemental sulphur application (discussed 
above),  i.e., biological parameters respond more rapidly  to perturbation  (i.e., acidifying elemental 
sulphur application), but also revert more rapidly after the perturbation. 
Whether  changes  in  plant  community  composition  lead  to  changes  in  belowground  soil 












soil  conditions, but  also on  the  capacity of  the  species  to  recolonize  the habitat  [77].  It has been 
suggested that plant communities condition the soil through rhizodeposition and exudates, which 
modify the physical, chemical, and biological environment in soil, thereby impacting on the microbial 
community  [78]. However,  some  studies  had  contrasting  results  and  found  that  plants  have  no 














(microbiota  and  fauna)  heathland  species  leads  to  a  fast  assembly  toward  the  target  ecosystem. 
[81,83]. Therefore,  in terms of assessing the efficacy of application of elemental sulphur to acidify 





soil  samples will be  reduced with  a minimum dataset. The  findings using HRIs  and  analysis of 
similarities based on belowground biology concurred, showing  that acidified pasture was not yet 
comparable  with  heathland  and  acid  grassland  systems.  However,  the  HRIs  failed  to  reflect 
differences in belowground biology between the control and acidified pasture, whereas multivariate 
analysis  of  similarity  identified  there  were  significant  differences.  On  closer  inspection  of  the 
multivariate analysis, we noted that rather than being similar  to an acid grassland or a heathland 
(which would have resulted in a similar HRI), the acidified pasture shifted toward a different state 
entirely  in  terms of belowground biology. From  this we might ask:  Is  the multivariate dissimilarity 
between  the  control  pasture  and  the  acidified  pasture  of  consequence  to  land managers? Aboveground 
ericaceous species are being supported in the acidified pasture; so, depending on the motivations of 
the  restoration project, belowground biology may not  concern  land managers  if heathland plant 
species are dominant. Therefore,  in  the  interest of directness, simplicity, and practicality  for  land 
managers  and  stakeholders,  the  use  of  an  index may  be more  appropriate  than  comprehensive 
multivariate  outputs,  and will  at  least  bring  belowground  processes  into  consideration.  Further 









Lowland  heathland  and  acid  grasslands  are  both  listed  as  priority  habitats  in  conservation 
efforts in the UK. Reversion of agricultural land back to heathland and acid grassland environments 
requires  intervention  to  reverse  the  effects  of  the  heavy  fertilization  and  acidity  amelioration 




belowground  biological  variables were  not  significantly  different  between  acidified  pasture  and 
control pasture. When assessing the efficacy of heathland restoration, biological variables provide 
different  insights  compared  to  abiotic  variables  into  soil  responses  to  exogenous  chemical 
modification.  Multivariate  analysis  of  similarity  and  heathland  restoration  indices  concurred, 
showing that belowground biology in acidified pasture was not yet comparable to that of heathland 
or acid grassland. We, therefore, propose that  the use of a simplified heathland restoration index, 
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